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［摘要］ 目的：基于经典名方葛根芩连汤“解表清里、主协热下利”的功效，制备葛根芩连汤三氯甲烷提取物用于缓解伊立

替康所致的肠毒性，为经典名方葛根芩连汤的开发与应用提供实验依据。方法：60 只小鼠随机分为正常组、模型组、洛哌丁胺

组（阳性药盐酸洛哌丁胺胶囊，0.4 mg·kg-1）和葛根芩连汤三氯甲烷提取物高、低剂量组（2.3，1.16 g·kg-1）。采用盐酸伊立替康

（CPT-11，剂量 55 mg·kg-1）连续 4 d 腹腔注射制备小鼠迟发性腹泻模型，正常组注射等体积生理盐水；分别在第 5 天灌胃给予相

应药物，正常组和模型组给予相应体积蒸馏水，连续给药 5 d。观察各组小鼠的一般情况，计算腹泻指数。运用苏木素 -伊红

（HE）染色观察小鼠结肠组织病理变化，按试剂盒说明书检测结肠组织中肿瘤坏死因子-α（TNF-α），白细胞介素-1β（IL-1β），环
氧合酶-2（COX-2），细胞间黏附分子-1（ICAM-1），谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px），超氧化物歧化酶（SOD），丙二醛（MDA），一
氧化氮（NO）的含量。同时，采用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测各组小鼠结肠组织的 Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1

（Keap1），核转录因子 E2相关因子 2（Nrf2），紧密连接蛋白-1（ZO-1），血红素氧合酶-1（HO-1），紧密连接蛋白（Occludin）表达情

况。结果：与正常组比较，模型组经腹腔注射 CPT-11 造模后小鼠体质量显著降低（P<0.01），腹泻指数显著升高（P<0.01），结肠

组织中 TNF-α，IL-1β，COX-2，ICAM-1，MDA，NO 含量显著升高（P<0.01），GSH-Px，SOD 显著降低（P<0.01）；HE 染色显示，模

型组小鼠结肠可见大量炎性细胞，结肠黏膜可见缺损、肿胀、出血及炎性渗出；结肠组织 Keap1，Nrf2，ZO-1，HO-1 与 Occludin

蛋白表达水平均显著降低（P<0.01）。与模型组比较，洛哌丁胺组和葛根芩连汤三氯甲烷提取物高、低剂量组可缓解小鼠体质

量降低，且腹泻指数明显下降；TNF-α，IL-1β，COX-2，ICAM-1，MDA，NO 水平降低，GSH-Px 和 SOD 含量显著上升；HE 染色显

示，葛根芩连汤三氯甲烷提取物高、低剂量组细胞紧密排列，胞核清晰；结肠组织屏障功能相关蛋白 Keap1，Nrf2，HO-1，

Occludin，ZO-1 表达升高。结论：葛根芩连汤三氯甲烷提取物可能通过调节炎症及氧化应激来增强肠道屏障功能，进而缓解

CPT-11 所致迟发性腹泻，可为中药缓解化疗药物的毒副作用提供参考，并且为经典名方的开发提供依据。
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［Abstract］ Objective：Considering the efficacy of Gegen Qinliantang（GQT）in releasing exterior and

clearing interior to alleviate dampness-heat dysentery，we analyzed the mechanism of the chloroform extract of

GQT in alleviating enterotoxicity caused by irinotecan to provide an experimental basis for the development of

GQT. Method：Kunming mice（n=60）were randomly divided into a blank group，a model group，a loperamide

group（positive drug of loperamide hydrochloride capsule，0.4 mg·kg-1），and high-（2.3 g·kg-1）and low-dose

（1.16 g·kg-1）GQT chloroform extract groups. The mouse model of delayed diarrhea was established by

intraperitoneal injection of irinotecan hydrochloride（CPT-11， 55 mg·kg-1） for four consecutive days，

meanwhile，the mice in the blank group only received the same volume of normal saline. Corresponding drugs

were administered by gavage on the fifth day，respectively，while the ones in the blank group and model group

were given distilled water for five consecutive days. The general condition of mice in each group was observed，

and diarrhea indexes of mice were recorded. Pathological changes in colon tissues of mice were observed by

hematoxylin-eosin（HE）staining. The tumor necrosis factor（TNF）- α，interleukin（IL）-1β，cyclooxygenase

（COX）-2， intercellular adhesion molecule（ICAM）-1， glutathione peroxidase（GSH-Px）， superoxide

dismutase（SOD），malondialdehyde（MDA）and nitric oxide（NO）levels in colon tissues were detected with

the assay kits. Furthermore，the expression levels of Kelch sample epoxy chloropropane associated protein 1

（Keap1），nuclear factor E2 related factor 2（Nrf2），tight junction protein-1（ZO-1），heme oxygenase-1（HO-1）
and tight junction protein（Occludin）were detected by Western blot. Result：Compared with the blank group，

the model group showed declined body weight and reduced contents of GSH-Px and SOD（P<0.01），whereas

increased diarrhea indexes and TNF- α，IL-1β，COX-2，ICAM-1，MDA and NO levels（P<0.01）. Abundant

inflammatory cells and colonic mucosa with defects，swelling，bleeding，and inflammatory exudation were

revealed by HE staining in the mice of the model group. The expression levels of Keap1，Nrf2，ZO-1，HO-1 and

Occludin in colon tissues significantly declined（P<0.01）. Compared with the model group，the loperamide

group and the high- and low-dose GQT chloroform extract groups exhibited improved weight loss，reduced

diarrhea indexes，diminished TNF- α，IL-1β，COX-2，ICAM-1，MDA and NO，and elevated GSH-Px and

SOD. HE staining indicated that the cells were compactly arranged with clear nuclei in the high- and low-dose

GQT chloroform extract groups，and the expression levels of Keap1，Nrf2，HO-1，Occludin，and ZO-1 were

up-regulated. Conclusion： GQT chloroform extract may alleviate CPT-11-induced delayed diarrhea by

regulating inflammation and oxidative stress for enhancing the intestinal barrier function. These findings are

expected to provide a reference for exploring the toxicity-attenuating effect of Chinese medicinals on

chemotherapy drugs and for developing famous classical formulas.

［Keywords］ Gegen Qinliantang； irinotecan hydrochloride（CPT-11）； enterotoxicity； oxidative stress；
inflammation；delayed diarrhea；loperamide；tumor

盐酸伊立替康（CPT-11）是半合成水溶性羟基

喜树碱类天然抗肿瘤药物，为结直肠癌治疗的一线

药物［1-2］。但在其应用过程中以迟发性腹泻为主的

剂量限制性肠道毒性发生率高达 90%，并且约 20%

的患者使用 CPT-11 后会产生 3~4 级腹泻，从而导致

化疗中止，进程推迟，甚至引起自身水电解质紊乱

而死亡，严重影响了治疗效果和患者生存质量［3］。

目前，西医对 CPT-11 所致迟发性腹泻尚无明确有效

的治疗手段，临床常用洛哌丁胺、奥曲肽、醋托啡

烷、布地奈德等药物，通过抑制胃肠道蠕动、碱化肠

道并降低肠道酶活性，从而减少迟发性腹泻的发

生［4-6］，但这些药物易产生副作用，且对抗迟发性腹

泻的疗效较差。如何防治 CPT-11 所致的肠毒性已

成为国内外研究的难点和热点。

近年来，中医药在防治化疗药物引起的毒副作

用方面优势逐渐凸显，耶鲁大学郑永齐教授团队历

经十余年系统研究，提出黄芩汤提取物 PHY906 可

有效减少 CPT-11 化疗引起的胃肠道毒性，并有望被

美国食品药品监督管理局（FDA）批准［7］。葛根芩连

汤由葛根、黄芩、黄连、炙甘草 4 味中药材组成，专解

阳明之肌表，兼清胃中之里热，与黄芩汤、白头翁汤

并称为《伤寒论》中“清大肠热”治疗泄泻、痢疾的

··17



第 27 卷第 16 期
2021 年 8 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 16

Aug. ，2021

“三大经典名方”。相较于黄芩汤，葛根芩连汤重用

葛根，葛根甘、辛而凉，其性清轻升发，入脾、胃、肺

经，既能解表退热，又能升发脾胃清阳之气而治下

利；臣以苦寒的黄芩、黄连，清热燥湿、直清里热，还

可厚胃肠，坚阴止利；佐以炙甘草甘缓和中，调和诸

药［8-9］。临床研究显示，葛根芩连汤可有效用于急慢

性肠炎、细菌性痢疾、病毒性腹泻等［10-12］。本课题组

前期研究发现，葛根芩连汤可有效缓解 CPT-11 所致

的小鼠肠毒性［13］，但其物质基础和作用机制有待进

一步研究。故本研究采用液 -液萃取法制备葛根芩

连汤三氯甲烷提取物，通过观察该提取物对动物腹

泻率、结肠组织炎症因子水平及肠上皮细胞屏障蛋

白表达等作用，探究其缓解 CPT-11 所致肠毒性的效

果及相关作用机制，为中药缓解化疗药物不良反应

提供实验依据。

1 材料

RM2016 型病理切片机（上海徕卡显微系统股

份有限公司），KD-P 型组织摊片机（广东科迪仪器

设备有限公司），Eclipse E100 型正置光学显微镜和

DS-U3 型成像系统（日本尼康公司），Mini Protean 3

cell 型电泳仪（美国 Bio-Rad 公司），TE77XP 型电环

仪（美国 Hoefer 公司），MK3 型酶标仪（芬兰雷勃集

团公司）。
CPT-11（大连美仑生物技术有限公司，批号

NO402A），盐酸洛哌丁胺胶囊（西安杨森制药有限

公司，批号 190305883，国药准字 H10910085，规格

为 2 mg/粒）；肿瘤坏死因子 -α（TNF-α），白细胞介

素 -1β（IL-1β），环氧合酶 -2（COX-2），细胞间黏附分

子 -1（ICAM-1），谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px），超
氧化物歧化酶（SOD），丙二醛（MDA），一氧化氮

（NO）试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号分别

为 20190306， 20190302， 20190306， 20190318，

20190320，20190317，20190326，20190303）；兔多克

隆抗体 Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1（Keap1），核
转 录 因 子 E2 相 关 因 子 2（Nrf2），紧 密 连 接 蛋 白

（Occludin），血红素氧合酶-1（HO-1）（英国 Abcam 公

司 ，批 号 分 别 为 ab139729，ab137550，ab167161，

ab68477）；小鼠单克隆抗体紧密连接蛋白 -1（ZO-1）
［圣 克 鲁 斯 生 物 技 术（上 海）有 限 公 司 ，批 号 sc-

10804］，二喹啉甲酸（BCA）蛋白定量分析试剂盒

［赛 默 飞 世 尔 科 技（ 上 海 ）有 限 公 司 ，批 号

PICP123223］，苏木素染液（武汉谷歌生物科技有限

公司，批号 G1005），RIPA 裂解液（北京索莱宝科技

有限公司，批号 R0020），兔多克隆抗体甘油醛 -3-磷

酸脱氢酶（GAPDH，武汉赛维尔生物科技有限公司，

批号 LS203560），辣根过氧化物酶（HRP）羊抗兔标

记 二 抗（上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号

A0208）。所有饮片均购于成都荷花池中药材市场，

经成都中医药大学蒋桂华教授鉴定，葛根为豆科植

物野葛 Pueraria lobata 的干燥根，黄芩为唇形科植

物黄芩 Scutellaria baicalensis的干燥根，黄连为毛茛

科植物黄连 Coptis chinensis 的干燥根茎，炙甘草为

豆科植物甘草 Glycyrrhiza uralensis的干燥根和根茎

的炮制加工品。

60 只昆明种小鼠，体质量（25±2）g，雌雄各半，

购自成都达硕实验动物有限公司，合格证号 SCXK

（川）2015-030。本研究所涉及的动物实验经成都中

医药大学实验动物伦理委员会批准，批准号 2014

DL-023。

2 方法

2.1 葛根芩连汤三氯甲烷提取物的制备 《伤寒

论》中记载葛根芩连汤为“葛根半斤，甘草二两

（炙），黄芩三两，黄连三两。”根据文献查阅对葛根

芩连汤进行度量衡考证，班固《汉书·律历志》中记

载汉代“十六两为斤”［14-15］；仝小林等［16］对《伤寒论》

中药物剂量进行考证，认为“《伤寒论》经方 1 两约合

今称 15.625 g（简为 15.6 g）”；杜茂波［17］对《伤寒论》

涉及的剂量单位进行探讨，明确了《伤寒论》中剂量

单位与现代剂量的换算关系，即一两为 15.625 g。

根据古方记载及剂量考证，选择葛根芩连汤现代剂

量为葛根 125 g，炙甘草 31.25 g，黄芩 46.875 g，黄连

46.875 g，葛根 -炙甘草 -黄芩 -黄连用量比 8∶2∶3∶3，

全方合 250 g。

本实验根据后续动物实验药物灌胃剂量换算

及三氯甲烷提取物得率进行折算，遵照葛根芩连汤

古方记载剂量换算原则，分别称取葛根 1 kg，甘草

250 g，黄芩 375 g，黄连 375 g。遵照古法“先煎葛

根”，并参考《医疗机构中药煎药室管理规范》《中药

饮片标准汤剂（第一卷）》［18］，再结合预试验考察，最

终确定葛根芩连汤制备方法为以上 4 味药，取葛根

加入 15 倍量水先浸泡 30 min，煎煮 1 h 后加入其他

药味共同煎煮 1 h，滤过；药渣再加 10 倍量水煎煮

1.5 h，滤过；合并 2 次煎液，减压浓缩至药液生药质

量浓度为 0.5 g·mL-1（体积 4 L）。采用系统溶剂法，

加入浓缩液 3 倍量的三氯甲烷进行萃取，重复 3 次，

合并三氯甲烷萃取液，减压浓缩干燥，得葛根芩连

汤三氯甲烷提取物。

2.2 动物分组、造模及给药 将 60 只小鼠随机等
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分为正常组、模型组、洛哌丁胺组和葛根芩连汤三

氯甲烷提取物高、低剂量组，每组 12 只。除正常组

外，其他组小鼠均以 55 mg·kg-1腹腔注射 CPT-11，连

续注射 4 d，每天 1 次，制备 CPT-11 所致迟发性腹泻

小鼠模型［19］，正常组注射等量生理盐水。在第 5 天，

采用无菌生理盐水配制盐酸洛哌丁胺混悬液进行

洛哌丁胺组小鼠灌胃（给药剂量 0.4 mg·kg-1），葛根

芩连汤三氯甲烷提取物高、低剂量组小鼠分别按

2.3，1.16 g·kg-1 灌胃给予葛根芩连汤三氯甲烷提取

物，正常组和模型组灌胃等量蒸馏水，持续给药 5 d，

每天 1 次，至第 9 天断颈处死小鼠，同时取结肠组

织，用于后续检测。

2.3 动物评价指标的检测

2.3.1 一般情况 给药期间每天观察小鼠的一般

状况（精神状况、毛发色泽、肛门颜色等），每天固定

早上 9：00 称量小鼠体质量。

2.3.2 腹泻评分 将小鼠置于代谢笼正常饲养，笼

中铺有滤纸以观察大便情况，每日观察 2 次。腹泻

程度根据文献［20］标准进行评分，即 0 分，大便正常

或没有；1 分，轻度腹泻，大便可见轻微湿软；2 分，中

度腹泻，大便较湿且不成型，并且有轻度肛周着色；
3 分，重度腹泻，水样便并伴有重度肛周着色。

2.3.3 苏木素-伊红（HE）染色观察小鼠结肠组织病

理形态学变化及组织损伤学评分 将结肠组织用

生理盐水冲洗干净，置于 4% 多聚甲醛溶液中固定，

经组织常规脱水、浸蜡和石蜡包埋，4 μm 厚度切片

后进行 HE 染色，利用光学显微镜观察小鼠结肠组

织形态学变化；结合炎症、病变深度、隐窝破坏及病

变范围进行组织损伤学评分［21］。炎症严重程度评

分：无，0 分；轻度，1 分；中度，2 分；重度，3 分。病变

深度评分：无，0 分；黏膜下层，1 分；肌层，2 分；浆膜

层，3 分。隐窝破坏评分：无，0 分；基底 1/3 隐窝被破

坏，1 分；基底 2/3 被破坏，2 分；仅有完整表面上皮，

3 分；全部隐窝和上皮被破坏，4 分。病变范围评分：

1%~25%，1 分；26%~50%，2 分；51%~75%，3 分；
76%~100%，4 分。

2.3.4 小鼠结肠组织中生化指标水平的检测 各

组小鼠结肠组织用磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）进
行匀浆处理，匀浆液于 4 ℃，4 000 r·min-1离心 5 min

（离心半径 8 cm），取上清液，按试剂盒说明书进行

操作，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）测定 TNF-α，

IL-1β，COX-2，ICAM-1 含量；比色法测定 GSH-Px，

NO 的含量；水溶性四氮唑（WST-1）法检测 SOD 的

含量；硫代巴比妥酸（TBA）法检测 MDA 的含量。

2.3.5 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测小鼠结

肠组织中 Keap1，Nrf2，ZO-1，HO-1 和 Occludin 蛋白

的表达 采用 RIPA 裂解液提取小鼠结肠组织总蛋

白，BCA 试剂盒测定蛋白浓度，加上样缓冲液在干

式恒温仪内使蛋白变性。于 120 V 恒压电泳 1 h，于

70 mV 恒压转膜 70 min。用 5% 脱脂奶粉封闭 1 h，

加入一抗 Keap1（1∶1 000），Nrf2（1∶1 000），ZO-1（1∶

800），HO-1（1∶2 000），Occludin（1∶2 000）和内参

GAPDH（1∶1 500）置于摇床 4 ℃过夜，加入二抗

HRP（1∶1 000）孵育 1 h，洗膜后显色曝光，在蛋白成

像仪成像，条带用 Image Lab 3.0 软件进行图像分

析，并计算目的蛋白与内参蛋白条带的灰度值。

2.3.6 统计学分析 采用 SPSS 23.0 软件对实验数

据进行统计学分析，实验数据以 x̄± s 表示。计量资

料采用独立样本 t 检验进行分析，等级资料（腹泻评

分）采用秩和检验，P<0.05 和 P<0.01 表示差异有统

计学意义。

3 结果

3.1 小鼠一般情况 研究发现，正常组小鼠体质量

在实验期间逐渐增加。与正常组比较，造模后模型

组小鼠体质量逐渐下降；与模型组比较，高、低剂量

葛根芩连汤三氯甲烷提取物和盐酸洛哌丁胺可在

一定程度上减缓动物体质量的减少。具体实验数

据见表 1。

表 1 葛根芩连汤三氯甲烷提取物对迟发性腹泻小鼠体质量的影响（x̄± s，n=12）

Table 1 Effect of GQT chloroform extract on body weight of mice with delayed diarrhea（x̄± s，n=12） g
组别

正常

模型

洛哌丁胺

葛根芩连汤三氯

甲烷提取物

剂量/g·kg-1

0.000 4

2.3

1.16

第 1 天

24.66±2.02

24.73±1.71

23.21±2.32

23.90±2.31

23.10±1.761）

第 4 天

27.16±3.08

25.16±1.45

25.36±3.02

26.51±2.09

24.82±1.63

第 6 天

28.17±2.41

23.63±1.892）

22.11±2.83

24.41±2.66

24.44±2.79

第 8 天

28.95±3.74

21.85±2.512）

22.05±1.68

23.77±4.44

23.88±3.83

第 9 天

29.41±3.76

21.83±1.212）

22.83±2.05

24.58±3.693）

23.71±3.54

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2~5 同）。
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3.2 小鼠腹泻情况 与正常组比较，模型组小鼠在

注射 CPT-11 第 4 天开始出现湿软稀便，随后腹泻症

状逐渐加重，便质清稀，部分见脓血便，达到重度腹

泻（P<0.01）；与模型组比较，洛哌丁胺组和葛根芩连

汤三氯甲烷提取物高、低剂量组可缓解小鼠腹泻情

况。对于小鼠结肠一般形态，正常组结肠壁厚薄适

中，结肠黏膜皱襞清晰完整，无充血、溃疡等肉眼改

变；与正常组比较，模型组结肠组织肠管扩张变粗，

长度皱缩变短，结肠黏膜色红，充血水肿明显；与模

型组比较，洛哌丁胺组和葛根芩连汤三氯甲烷提取

物高、低剂量组肠管稍变粗，结肠黏膜淡红，偶见充

血、水肿，结肠长度虽比正常组略短，但可显著抑制

CPT-11 所致结肠萎缩。见图 1，表 2。

3.3 对小鼠结肠组织病理形态学的影响 在光学

显微镜下观察，正常组黏膜结构完整，基本无病变，

细胞紧密排列，小鼠肠隐窝和绒毛清晰完整，胞核

较清晰可见；与正常组比较，模型组结肠黏膜可见

缺损、肿胀、出血及炎性渗出，大量隐窝结构破坏，

细胞核形态不一，并伴有大量细胞炎性浸润；与模

型组比较，洛哌丁胺组和葛根芩连汤三氯甲烷提取

物高剂量组黏膜组织无异常，基本无病变，隐窝及

绒毛结构正常，细胞排列正常；葛根芩连汤三氯甲

烷提取物低剂量组可见黏膜层少量细胞脱落，细胞

排列较规整，伴有少量炎症细胞浸润。在小鼠结肠

组织损伤学评分中，模型组［（7.20±0.90）分］较正常

组［（0±0）分］明 显 升 高（P<0.01）；洛 哌 丁 胺 组

［（5.15±0.85）分］，葛根芩连汤三氯甲烷提取物高剂

量组［（5.63±0.82）分］，葛根芩连汤三氯甲烷提取物

低剂量组［（5.78±0.90）分］较模型组明显降低（P<

0.05）。见图 2。

A.正常组；B.模型组；C.洛哌丁胺组；D.葛根芩连汤三氯甲烷提取物

高剂量组；E.葛根芩连汤三氯甲烷提取物低剂量组（图 2~4 同）
图 1 葛根芩连汤三氯甲烷提取物缓解迟发性腹泻小鼠结肠的一般

形态

Fig. 1 Colon morphology of mice with delayed diarrhea affected

by GQT chloroform extract

图 2 葛根芩连汤三氯甲烷提取物对各组小鼠结肠组织病理学的影响（HE，×200，×40）
Fig. 2 Effects of GQT chloroform extract on pathological changes in mouse colon tissues of each group（HE，×200，×40）

表 2 葛根芩连汤三氯甲烷提取物对迟发性腹泻小鼠腹泻指数的影响（x̄± s，n=12）

Table 2 Effect of GQT chloroform extract on diarrhea indexes of mice with delayed diarrhea（x̄± s，n=12）

组别

正常

模型

洛哌丁胺

葛根芩连汤三氯

甲烷提取物

剂量/ g·kg-1

0.000 4

2.3

1.16

第 1 天

0.15±0.02

0.16±0.02

0.15±0.03

0.14±0.02

0.15±0.05

第 4 天

0.16±0.02

0.41±0.062）

0.37±0.04

0.34±0.034）

0.36±0.033）

第 6 天

0.15±0.04

1.25±0.162）

1.10±0.103）

1.18±0.04

1.24±0.08

第 8 天

0.16±0.03

1.72±0.132）

0.88±0.074）

0.99±0.084）

1.21±0.134）
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3.4 对 小 鼠 结 肠 组 织 TNF- α，IL-1β，COX-2 和

ICAM-1 含量的影响 与正常组比较，模型组TNF-α，

IL-1β，COX-2，ICAM-1 的 表 达 均 显 著 升 高（P<

0.01）。与模型组比较，洛哌丁胺组和葛根芩连汤三

氯甲烷提取物高、低剂量组 TNF-α，IL-1β，COX-2，

ICAM-1 的含量均显著降低（P<0.01）。见表 3。

3.5 对结肠 GSH-Px，SOD，MDA 和 NO 水平的影

响 与正常组比较，模型组小鼠结肠组织中 GSH-

Px 及 SOD 的表达显著降低（P<0.01），MDA 及 NO

的表达显著升高（P<0.01）。与模型组比较，洛哌丁

胺组和葛根芩连汤三氯甲烷提取物高、低剂量组小

鼠结肠组织中 GSH-Px 和 SOD 水平均显著上升（P<

0.01），MDA 含量均显著下降（P<0.01）；洛哌丁胺组

和葛根芩连汤三氯甲烷提取物高剂量组小鼠结肠

组织中 NO 含量均显著下降（P<0.01），葛根芩连汤

三氯甲烷提取物低剂量组则无明显差异。见表 4。

3.6 对结肠 Keap1，Nrf2，HO-1，ZO-1 和 Occludin 蛋

白表达的影响 与正常组比较，模型组的 Keap1，

Nrf2，HO-1，ZO-1 及 Occludin 蛋白表达量均显著降

低（P<0.01）。与模型组比较，洛哌丁胺组和葛根芩

连汤三氯甲烷提取物高剂量组 Keap1 蛋白表达显著

升高（P<0.01）；洛哌丁胺组和葛根芩连汤三氯甲烷

提取物高、低剂量组 Nrf2，HO-1，Occludin，ZO-1 蛋

白表达显著升高（P<0.01）。见图 3，4 和表 5。

4 讨论

目前，临床对于 CPT-11 引起的迟发性腹泻暂无

有效药物，多以止泻药或阿托品、东莨菪碱等进行

控制，但易造成不良反应。研究者普遍认为，CPT-

11 所致迟发性腹泻主要发生机制是药物在体内经

羧酸酯酶转化为活性代谢产物 7-乙基-10-羟基喜树

碱（SN-38），并在肠道内累积，其活性比 CPT-11 强

100~1 000 倍，SN-38 在肠道内的浓度及其与肠道上

皮接触的时间是导致迟发性腹泻的关键，可以改变

肠道结构及功能，产生胃肠道毒性［22］。而中医药对

表 3 葛根芩连汤三氯甲烷提取物对小鼠结肠组织 TNF-α，，IL-1β，，COX-2和 ICAM-1水平的影响（x̄± s，n=12）

Table 3 Effect of GQT chloroform extract on TNF-α, IL-1β, COX-2 and ICAM-1 levels in colon tissues of mice（x̄± s，n=12）

组别

正常

模型

洛哌丁胺

葛根芩连汤三氯

甲烷提取物

剂量/g·kg-1

0.000 4

2.3

1.16

TNF-α/ng·L-1

65.75±3.18

96.30±6.152）

64.18±8.784）

72.57±7.584）

78.03±9.784）

IL-1β/ng·L-1

72.80±5.50

104.59±15.582）

76.31±5.234）

70.90±10.324）

82.53±10.634）

COX-2/U·L-1

110.27±8.81

151.96±15.292）

113.68±9.914）

110.63±6.864）

130.57±9.104）

ICAM-1/µg·L-1

194.25±24.38

261.19±19.012）

207.51±13.404）

192.25±38.324）

225.73±7.794）

表 4 葛根芩连汤三氯甲烷提取物对小鼠结肠组织 GSH-Px，，SOD，，MDA和 NO水平的影响（x̄± s，n=12）

Table 4 Effect of GQT chloroform extract on GSH-Px, SOD, MDA and NO levels in colon tissues of mice（x̄± s，n=12）

组别

正常

模型

洛哌丁胺

葛根芩连汤三氯

甲烷提取物

剂量/g·kg-1

0.000 4

2.3

1.16

GSH-Px/U·L-1

171.19±13.66

100.84±23.602）

168.08±27.334）

170.64±17.314）

174.70±14.794）

SOD/U·mL-1

237.33±17.83

123.44±25.902）

226.28±9.534）

209.78±18.094）

150.74±16.064）

MDA/µmol·L-1

11.62±1.51

19.32±2.272）

14.35±2.524）

13.65±1.614）

15.21±1.724）

NO/μmol·L-1

15.68±3.27

28.53±3.302）

18.26±1.584）

18.17±2.494）

27.14±3.42

图 3 各组小鼠结肠组织 Keap1和 Nrf2蛋白表达的电泳分析

Fig. 3 Electrophoresis of Keap1 and Nrf2 protein expression in

colon tissues of mice

图 4 各组小鼠结肠组织 HO-1，ZO-1 和 Occludin 蛋白表达的电泳

分析

Fig. 4 Electrophoresis of HO-1, ZO-1 and Occludin protein

expression in colon tissues of mice

··21



第 27 卷第 16 期
2021 年 8 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 16

Aug. ，2021

CPT-11 所致迟发性腹泻显示出了较好的防治作用，

如生姜泻心汤［23］通过上调大鼠肠上皮细胞内 G 蛋

白偶联受体 5（Lgr5），白细胞分化抗原 44（CD44）
mRNA，降低半胱氨酸蛋白酶 -3（Caspase-3）的活性

以治疗 CPT-11 所致迟发性腹泻；小柴胡汤［24］通过降

低肠道中 TNF-α，COX-2，IL-1β等减轻 CPT-11 肠毒

性作用，PHY906［7，25］通过促进隐窝细胞的增殖以再

生祖细胞或干细胞恢复肠道损伤，还可通过 TNF-α

诱导核转录因子 -κB（NF-κB）介导的转录活性及

COX-2 等多个作用位点抑制炎症反应的多个过程，

从而降低 CPT-11 引发的肠道毒性。因此，研究防治

CPT-11 所致迟发性腹泻的中药具有重大意义。

本实验持续给予小鼠腹腔注射 CPT-11 4 d，结

果显示小鼠迟发性腹泻率达 100%，说明复制迟发

性腹泻模型成功。根据迟发性腹泻的临床表征，该

病归属于中医“泄泻”“下利”“肠痈”“肠癖”等范畴，

易耗伤阳气，损伤脾胃，进而导致脾失健运，胃失和

降，升降功能失调，水谷不化，流注大肠。本文研究

发现，与模型组比较，葛根芩连汤三氯甲烷提取物

高、低剂量组可明显降低小鼠腹泻程度，小鼠体质

量变化也得到一定程度改善。同时，HE 染色显示，

模型小鼠给予高剂量葛根芩连汤三氯甲烷提取物

后可缓解结肠损伤，黏膜组织无异常，基本无病变。

目前，在防治迟发性腹泻的药物中，细胞因子

调节剂占据一定的地位，如 TNF-α，IL-1β等细胞因

子已被证实可刺激诱导型一氧化氮合酶（iNOS）的
表达从而损伤肠道组织；高浓度的 NO 是抑制性神

经递质，会破坏线粒体呼吸，且易造成肠屏障功能

伤害和损伤［26］；与 CPT-11 联用于缓解肠毒性的沙利

度胺［27］能够抑制肠道炎症细胞因子，减轻肠上皮细

胞凋亡，进而降低腹泻的发生率。故本研究选择检

测小鼠结肠组织的细胞因子的表达情况，结果显示

葛根芩连汤三氯甲烷提取物可有效抑制 TNF-α，

COX-2，IL-1β，ICAM-1 的表达，提示其可通过调节

炎症细胞因子来缓解 CPT-11 所致迟发性腹泻。

氧化应激是指机体遭受有害刺激时，会产生大

量高活性分子如活性氧自由基和活性氮自由基，导

致氧化系统与抗氧化系统动态失衡，进而导致组织

损伤；其是众多疾病的病理基础［28］。Keap1/Nrf2 信

号通路被认为是细胞氧化应激中最关键的内源性

信号通路［29］。同时，氧化应激是破坏紧密连接（TJ）
进而影响肠黏膜屏障功能的重要因素［30］。TJ 是肠

上皮细胞重要组成部分，可保护黏膜屏障，防止肠

腔内致病性抗原进入，以避免引起炎症及免疫反

应，以防肠道受损［31］。故本研究选择检测小鼠肠道

组织氧化应激因子水平，同时检测 TJ 相关蛋白的表

达，结果发现葛根芩连汤三氯甲烷提取物可通过抗

氧化应激水平缓解 CPT-11 的肠道毒性。

综上所述，采用葛根芩连汤三氯甲烷提取物可

显著改善 CPT-11 所致的迟发性腹泻，其机制可能通

过调节炎症因子及抑制抗氧化应激相关蛋白的表

达，从而达到缓解腹泻的目的。基于本文研究结

果，后续还将根据 CPT-11 引发肠道毒性的特性，选

择动物体内羧酸酯酶和 SN-38 等的活性进行考察。
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